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摘要 :【 目 的 ] 探 完 家 蝇 Musca domestica. sirtl 基因 (Mdsirtl ) 在 各 种 胁迫 条 件 下 的 表达 模式 。【 方 
法 】 以 家 曲 2 龄 幼虫 cDNA 为 模板 ,PCR 扩 增 Mdsirtl 基因 序列 并 进行 生物 信息 学 分 析 ; 实时 定量 
PCR( qRT-PCR ) 检 测 Mdsirtl 在 家 蝎 不 同 发 育 阶 段 ( 卵 1 龄 幼虫 .2 HA RIS WR ERR) 
表达 变化 ,2 龄 幼虫 不 同 组 织 (表皮 、 肠 道 \ 脂 肪 体 和 血细胞 ) 中 的 表达 分 布 ,以 及 胁迫 条 件 ( 细菌 刺 
激 、 热 激 及 CdCl, 刺激 ) 下 的 转录 水 平 变 化 ;通过 RNAi 干扰 Mdsirt 基因 表达 ,观察 敲 低 Mdsirtl 表 
达 后 家 蝎 幼 虫 抗 病 能 力 变 化 ,并 检测 机 体 氧 化 应 激 水 平 。 【结果 】 家 蝎 Mdsirtl 基因 编码 蛋白 含有 
SIR2 25 4j 3, , 5; Et A 98, Stomoxys calcitrans SIR2 氨基 酸 序列 一 致 性 为 66% 。qRT-PCR 结果 显示 ， 
Mdsirtl 基因 主要 在 家 蝇 肾 期 表达 ,在 家 蝇 2 龄 幼虫 脂肪 体 中 表达 量 较 高 。 家 蝎 幼 虫 Mdsirtl 分 别 
在 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 刺激 3 h, 金 黄色 葡萄 球菌 Staphylococcus aureus 刺激 6 h,42*C 热 激 30 
min 以 及 30 mmol/L CdCl, 刺激 48 h 时 表达 量 达 到 最 高 峰 。 敲 低 Mdsirtl 表达 的 家 晶 幼 虫 受 到 细菌 
感染 (大 肠 杆 菌 和 金黄 色 葡 萄 球 菌 1: 1 混合 感染 ) 后 存活 率 较 对 照 组 显著 降低 1.47 48, BL ak 
Mdsirtl 后 机 体 处 于 氧化 应 激 状态 ,活性 氧 自 由 基 水 平和 两 二 醛 含 量 较 对 照 组 分 别 升 高 1. 58 和 
1.59 倍 。【 结 论 ] Mdsirtl 参与 家 蝇 幼 虫 的 抗菌 免疫 应 答 和 抗 逆 反应 。 
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Expression profiles of Mdsirtl in Musca domestica (Diptera: Muscidae) 


under stresses of bacteria, high temperature and heavy metal 

GU Ji-Hai, LI Ya-Jing, LI Wen-Qian, TANG Ting, LIU Feng-Song” ( College of Life Sciences, Hebei 
University, Baoding, Hebei 071002, China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to explore the expression pattern of Musca domestica sirtl gene 
( Mdsirtl) under various stress conditions. [Methods] The sequence of Mdsirtl gene was cloned by PCR 
from the 2nd instar larvae of Musca domestica and subjected to bioinformatics analysis. The expression 
profiles of Mdsirtl in different developmental stages (egg, lst instar larva, 2nd instar larva, 3rd instar 
larva, pupa and adult) , various tissues of the 2nd instar larvae (cuticle, gut, fat body and hemocyte) , 
and the 2nd instar larvae under stresses ( challenged by bacteria, heat shock and CdCl, stimulation) were 
investigated via quantitative real-time PCR ( qRT-PCR). RNAi was employed to knock down the 
expression of Mdsirtl in M. domestica larvae by microinjection with dsRNA , and then the resistance of 
larvae to bacteria and oxidative stress was detected. [Results] The deduced protein encoded by Mdsirtl 


contains a predicted SIR2 domain, and shows 6696 sequence identity with SIR2 from Stomoxys calcitrans. 
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qRT-PCR results showed that Mdsirtl was mainly transcribed in the pupal stage and fat body of the 2nd 


instar larvae of M. domestica. Enhanced expression of Mdsirtl was observed in response to Escherichia 


coli and Staphylococcus aureus challenge for 3 and 6 h, respectively. The expression of Mdsirtl was 


significantly induced by heat shock of 42°C for 30 min, and cadmium stimulation ( exposure to 30 mmol/L 
CdCl, ) for 48 h. The survival rate observed in larvae treated with dsRNA of Mdsirtl under bacterial 
challenge (E. coli: S. aureus 21:1) was 1. 47-fold lower than that treated with dsRNA of GFP. RNAi- 
mediated knockdown of Mdsirtl led to oxidative stress, and caused rapid increase of 1. 58- and 1. 59-fold 


in the reactive oxygen species ( ROS) level and malondialdehyde ( MDA ) content, respectively. 


[ Conclusion] Mdsirtl is involved in immunity and stress resistance in M. domestica larvae. 


Key words: Musca domestica; sirtuins; immunity ; heat shock; heavy metal stress 





SIR2( silent information regulator 2) 蛋白 是 最 早 
发 现 于 啤酒 酵母 中 的 一 种 烟 酰 腺 嗓 叭 二 核 苷 酸 
(NAD * ) 依赖 的 组 蛋白 / 非 组 蛋白 去 乙酰 基 酶 , 因 其 
编码 基因 表达 上 调 能 显著 延长 酵母 寿命 而 备 受 关注 
(Shore et al., 1984; Rine and Herskowitz, 1987; 
Kaeberlein et al., 1999) , SIR2 同 源 蛋 白 相 对 保守 ， 
形成 一 个 Sirtuins 蛋白 家 族 ,广泛 分 布 在 从 古 细菌 到 
哺乳 动物 的 各 个 生物 类 群 中 (Imai et al., 2000; Luo 
et al., 2001) 。 

Sirtuins 家 族 和 蛋白 属于 保守 的 五 类 去 乙酰 化 酶 ， 
以 NAD 作为 催化 的 底 物 ,活性 不 受 曲 古 菌 素 A 和 
聚 4- 甲 基 戊 炳 的 抑制 (Imai et al., 2000) 。 从 酵母 到 
哺乳 动物 的 真 核 生物 中 ,Sirtuins 家 族 蛋 白 被 认为 与 
机 体 的 抗 衰老 相关 ( Guarente, 2013) ,并 且 能 够 阻止 
包括 神经 退行 性 疾病 、 糖 尿 病 、 心 血管 ,癌症 等 多 种 
与 衰老 相关 疾病 的 发 生 (Guarente，2011 ) 。SIRTI1 
蛋白 是 哺乳 动物 中 研究 最 为 深入 的 Sirtuins KE 
白 成 员 ,在 哺乳 动物 中 均 能 找到 SIRTI AMEA, C 
们 主要 存在 于 细胞 核 中 ( Knight and Milner, 2012) 。 
最 初 的 研究 认为 SIRTI 只 是 一 种 具备 能 够 将 组 蛋白 
去 乙酰 化 的 去 乙酰 化 酶 (Imai et al., 2000) ,但 随后 
的 研究 证 实 SIRTI 也 能 够 以 非 组 蛋白 作为 底 物 ,如 
p53 ( Gonfloni et al., 2014), PGC-la 和 FoxOI 
(Frescas et al., 2005) 等 。 随 着 研究 深入 ,SIRTI1 TE 
能 量 代谢 线粒体 发 生 、 缺 氧 应 激 、 血 管 生成 等 方面 
的 作用 得 到 了 证 实 ( Knight and Milner，2012 ) 。 此 
外 ,SIRTI1 作为 调控 癌症 发 生 的 重要 蛋白 ,以 及 作为 
影响 基因 组 稳定 的 调控 因子 也 备 受 有 瞩目 (Jang et 
al., 2012; Li et al., 2012; Menssen et al., 2012; 
Chen et al., 2014; Li et al., 2014) 。 另 外 也 有 研究 
报道 认为 ,SIRT]1 调控 先天 免疫 细胞 中 前 炎症 细胞 
因子 的 生成 , 参与 哺乳 动物 的 免疫 防御 过 程 
( Geissmann et al., 2010; Chan et al., 2017) SIRT1 
























































































































































通过 激活 T 细胞 参与 获得 性 免疫 应 答 过 程 (Kong et 
al., 2012, 2013 ) 。 

zia Musca domestica. JEj XL H ( Diptera ) t fl 
( Muscidae) ,是 一 种 世界 性 广泛 分 布 的 昆虫 ,长 期 进 
化 使 得 该 类 群 具有 强大 的 防御 保护 体系 和 环境 适应 
能 力 , 以 家 晶 作为 模式 动物 研究 免疫 机 制 具 有 明显 
的 优势 。 本 实验 室 对 家 晶 感 染 细菌 前 后 的 转录 组 进 
行 了 分 析 (Tang et al., 2014) , 发现 家 晶体 内 sirtl 同 
源 基因 Mdsirtl 的 表达 在 细菌 感染 后 显著 上 调 , 上 暗示 
此 基因 可 能 参与 了 家 晶 的 免疫 应 答 。 本 研究 对 
Mdsirtl 基因 进行 了 克隆 验证 ,并 探究 了 其 在 家 蝇 免 
疫 和 抗 逆 过 程 中 的 作用 ,对 完善 家 蝇 sinl 功能 及 其 
作用 机 制 具有 重要 意义 。 
































1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 与 试剂 

zta Musca domestica 种 晶 为 中 国 科 学 院 动物 研 
究 所 何 风琴 老师 惠 赠 ,由 本 实验 室 饲养 。 攻 毒 用 大 
肠 杆 菌 Escherichia coli ATCC25922 、 金 黄色 和 葡萄 球菌 
Staphyloccocus aureus ATCC29213, 14440 质粒 和 
HTI15 窒 主 为 实验 室 保 存 。RNAiso Plus, M-MLV 
反 转 录 酶 和 SYBR Green 为 TaKaRa 公司 产品 ,引物 
合成 由 苏州 金 唯 智 生物 科技 有 限 公 司 完成 。 
1.2 家 蝇 Mdsirtl 基因 克隆 及 序列 分 析 

按照 NCBI 数据 库 家 晶 SIR2 序列 (XM_ 
005182577.3) 设计 引物 sirt-Fl 和 sirt-R1( 表 1) ,以 
cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 验证 Mdsirtl 基因 序列 。 
PCR 条 件 : 94% 预 变 性 4 min; 94% 变性 30 s, 58% 
退火 40 s, 72% 延伸 1 min, 30 个 循环 。PCR 产物 
经 电泳 分 离 , 切 胶 回收 后 连接 pMDIS-T 载体 ,转化 
大 肠 杆菌 DH5a 细胞 ,筛选 阳性 克隆 测序 鉴定 。 
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表 1 引物 列表 
Table 1 Primer list 
引物 引物 序列 (5 -3') 引物 用 途 
Primers Primer sequences Use of primers 
sirt-F1 CATCACCCTAATATAGTTG cDNA 克隆 
sirt-R1 TTTTTTTATCAAGATTTAT cDNA cloning 
dsMdsirt-F GCGAATTCAAGTCCGACCAGTAGCAT 
dsMdsirt-R GCAAGCTTGAAACGCAGTCATTATCC RNA 干扰 
dsGFP-F CGGAATTCATGGTGAGCAAGGGCGAGGA RNA interference 
dsGFP-R CGCTCGAGCTTGTACAGCTCGTCCATGC 
sirt-F2 AAGTCCGACCAGTAGCAT 
sirt-R2 ACATCACCATCTCCCAAC 
actin-F GAGAAATCCTATCAACTTCCCGACG SEDE 
actin-R GGATACCGCAAGATTCCATACCCAA 


利用 NCBI 在 线 ORF Finder 软件 搜索 开放 阅读 
框 ,翻译 成 氨基 酸 序列 ;利用 Protein BLAST 在 NCBI 
数据 库 中 进行 相似 性 比 对 ,下 载 其 他 物种 sirtl 蛋白 
序列 ,通过 ClustalW 软件 进行 多 重 比 对 ,用 MEGAG 
软件 构建 NJ( neighbor-joining) 分 子 系统 进化 树 。 
1.3 家 蝇 不 同 发 育 阶 段 和 组 织 样品 制备 

分 别 选 取 处 于 不 同 发 育 时 期 的 家 蝇 , 包 括 卵 1 
龄 幼虫 .2 龄 幼虫 .3 龄 幼虫 、 肾 和 成 虫 ;参考 Gao 等 
(2015) 方 法 ,解剖 家 蝇 2 龄 幼虫 ,分 离 表皮 、 肠 道 、 

EID PR ,并 收集 血细胞 。 发 育 和 组 织 样品 每 组 设置 

3 个 生物 学 重复 ,分 别提 取 总 RNA ,合成 cDNA。 
1.4 家 蝇 幼 虫 攻 毒 实验 

选取 大 小 均一 的 2 龄 幼虫 ,用 大 肠 杆 菌 和 金黄 
色 和 葡萄 球菌 对 家 蝇 幼 虫 进行 攻 毒 实验 (Cao et al., 
2015)。 用 0.9% 生理 盐水 分 别 将 大 肠 杆 菌 和 人 金黄 
色 葡 萄 球菌 稀释 成 1 x105 ~ 1 x 10* CFU/mL 浓度 ， 
以 0.9% 生理 盐水 作为 对 照 组 ,细菌 感染 12 h 后 取 
样 分 别提 取 RNA。 以 一 定 细菌 浓度 感染 家 晶 幼 虫 ， 
在 感染 3, 6, 12, 24, 48 和 72 h 取样 分 别提 取 
RNA。 各 实验 点 分 别 设置 3 个 生物 学 重复 。 
1.5 家 蝇 幼 虫 热 激 和 重金 属 胁迫 实验 

参考 柳 峰 松 等 (2012 ) 方法 ,在 高 温 42% 和 
CdCl, 条 件 下 处 理 家 晶 幼 虫 。 选 取 大 小 均一 家 蝇 2 
龄 幼虫 置 于 420C 培养 箱 处 理 13,，30 和 60 min W 
样 ,之 后 将 幼虫 置 于 28% 条 件 下 恢复 2 h( 记 为 
R2 h) s 4 h( 记 为 R4 了) 取样 ;30 mmol/L CdCl, 水 
溶液 代替 饲料 中 的 水 投 喂 家 蝇 幼 虫 ,于 6, 12,24 和 
48 h 取样 。 各 实验 点 分 别 设置 3 组 生物 学 重复 ,分 
别提 取 RNA。 
1.6 RNA 提取 及 反 转 录 

按照 RNAiso Plus 使 用 说 明 书 提取 家 晶 幼 虫 总 





















































RNA ,经 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 其 完整 性 后 ,测定 浓度 
后 取 2 pg 总 RNA 为 模板 ,用 oligo dT 反 转 录 合 成 
cDNA。 
1.7 dsRNA 诱导 及 RNAi 实验 

按照 路 永 鹏 等 (2016 ) 的 方法 ,制备 Mdsirtl 基 
dsRNA, 首先 根据 Mdsirtl 序列 信息 设计 引物 
dsMdsirt-F 和 dsMdsirt-R( 表 1) ,以 家 晶 2 龄 幼虫 
cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 ,将 289 bp 的 扩 增 产物 
经 切 胶 回收 、 酶 切 后 连接 14440 载体 ,转化 DH5a 感 
受 态 , 挑选 阳性 克隆 并 测序 验证 , 得 到 L4440- 
Mdsirtl 干扰 载体 ,提取 质粒 转化 大 肠 杆 菌 HT115 感 
受 态 细胞 ,诱导 dsRNA 表达 ,纯化 dsRNA 并 测定 其 
浓度 。 同 时 以 dsGFP-F 和 dsGFP-R 为 引物 ( 表 1) 制 
备 GFP 的 dsRNA 作为 对 照 。 
通过 显 微 注 射 分 别 将 0. 5 ng dsRNA -Mdsirtl 
( dsMdsirtl ) 和 dsRNA-GFP ( dsGFP ) 1x: $} 8| zc ia 2 
ZEIEN, 2 TE TESI 12, 24 fil 48 h 后 利用 
qRT-PCR 检测 Mdsirtl 干扰 效果 。 取 干扰 效果 显著 
的 dsMdsirtl 实验 组 和 dsGFP 对 照 组 幼虫 各 100 头 ， 
按照 上 文 攻 毒 实验 方法 进行 大 肠 杆 菌 和 金黄 色 葡 萄 
球菌 1: 1 混合 感染 ,分 别 在 3, 6, 24 和 36 h 统计 家 
晶 幼虫 存活 率 ,各 实验 点 分 别 设置 3 个 生物 学 重复 。 
1.8 活性 氧 (ROS ) 水 平和 脂 质 过 氧化 产物 丙 二 醛 
(MDA) 含量 测定 

提取 家 晶 幼虫 总 蛋白 ,运用 欧 光 探 针 DCFH-DA 
进行 活性 氧 检测 ,采用 碧 云 天 生物 技术 公司 的 活性 
氧 检测 试剂 盒 ,在 488 nm 激发 波长 ,525 nm 发 射 波 
长 下 实时 检测 效 光 的 强 弱 变化 , 欧 光 值 反 映 细胞 内 
活性 氧 的 水 平 ;通过 南京 建成 生物 工程 研究 所 两 二 
醛 (MDA) 测 定 试剂 盒 检测 硫 代 巴 比 妥 酸 在 532 nm 
下 比 色 吸光 度 值 变 化 ,测定 脂 质 过 氧化 物 MDA 含 
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高 温和 











量 。 各 实验 点 分 别 设置 3 个 生物 学 重复 。 
1.9 qRT-PCR 检测 Mdsirtl 在 不 同 发 育 阶段 和 组 
织 中 的 表达 

根据 家 蝇 Mdsirtl 基因 序列 设计 qRT-PCR 定量 
引物 sirt-F2 和 sirt-R2 ,以 组 成 型 表达 的 B-actin 为 内 
参 基因 ,引物 为 actin-F 和 actin-R( 表 1), qRT-PCR 






























果 显 示 ,Mdsirtl 在 师 期 表达 量 最 高 ,幼虫 和 成 虫 期 
表达 量 较 低 (图 2: A) ;Mdsirtl 在 2 龄 幼虫 脂肪 体 中 
的 表达 量 最 高 ,其 他 依次 是 肠 道 .表皮 和 血细胞 (图 
2: B), f£ 1 x10? ~1x10* CFU/mL 的 细菌 浓度 范 
围 内 , Mdsirtl 表达 量 随 着 感染 细菌 的 浓度 升 高 而 升 
高 ,在 细菌 浓度 为 1 x 10* CFU/mL 时 , Mdsirtl 表达 

















检测 Mdsirtl 在 家 蝇 不 同 发 育 阶段 和 2 龄 幼虫 不 同 
组 织 中 的 表达 。qRT-PCR 反应 体系 :cDNA 2.5 uL, 
sirt-F2 和 sirt-R 各 1.25 uL, 2 x SYBR Premix Ex 
Taq 12.5 uL, ddH,O 7.5 uL, qRT-PCR 反应 条 件 : 
95*C 预 变 性 1 min; 95% 变性 20 s, 607C 退火 10 s, 
40 个 循环 。 
1.10 数据 统计 与 分 析 

利用 2 "法 计算 qRT-PCR 检测 的 基因 的 相 
对 表达 量 。 采 用 SPSS 软件 对 实验 数据 进行 统计 分 
析 ,实验 结果 用 平均 值 上 标准 误差 表示 ,组 间 差 异 采 
用 单 因 素 方 差分 析 和 Tukey 氏 检 验方 法 ,两 组 比较 
采用 Student t 检验 进行 分 析 。 

















2 结果 


2.1 zx Mdsirtl 的 序列 分 析 

经 PCR 和 测序 验证 , 获得 家 蝇 Mdsirtl 基 
cDNA 序列 3 486 bp ,此 序列 包含 2 673 bp 完整 的 开 
放 阅 读 框 ,推导 的 多 肽 序列 含 890 个 氨基 酸 残 基 。 
TE NCBI 进行 Protein BLAST 同 源 搜索 , 比 对 结果 表 
Hj Mdsirtl 氨基 酸 序 列 与 异 歼 蝇 Stomoxys calcitrans 
SIR2( GenBank 登录 号 : XP013114235 ) 氨基 酸 序列 
一 致 性 最 高 (66% ) 。Mdsirtl 序列 含有 保守 的 206 
个 氨基 酸 残 基 的 SIRTI 结构 域 , 与 左 鳌 蝇 Stomoxys 
calcitrans IR$ Drosophila arizonae AE XX 38 H Fe E 
Sirtuins 家 族 成 员 SIR2 结构 域 具有 较 高 相似 性 (图 
1: A) 。 与 酵母 SIR2 和 人 的 SIRTI 序列 的 氨基 酸 序 
列 一 致 性 分 别 为 45% 和 58% 。 将 Mdsirtl 与 部 分 其 
他 物种 的 Sirtuins 蛋白 家 族 成 员 进行 比 对 后 构建 NJ 
系统 发 育 树 ,结果 发 现 Mdsirtl 与 光 肩 星 天 牛 
Anoplophora glabripennis , 4H $% 1" WX Pseudomyrmex 
gracilis FI Æ Jf R he Drosophila melanogaster sirtl 和 蛋 
白 聚 为 一 支 ,表明 家 蝇 Mdsirtl 属于 SIR2 家 族 sirtl 
成 员 ( 图 1: B), 
2.2 Mdsirtl 在 不 同 发 育 阶段 .幼虫 不 同 组 织 及 胁 
迫 条 件 下 的 表达 

运用 qRT-PCR 方法 对 家 蝇 不 同 发 育 阶段 和 2 
龄 幼虫 不 同 组 织 中 的 Mdsirtl 表达 水 平 进行 分 析 , 结 















































量 最 高 (图 2: C)。Mdsirtl 在 该 浓度 下 的 大 肠 杆菌 
和 金黄 色 和 葡萄 球菌 刺激 不 同时 间 呈 现 出 相似 的 表达 
模式 , 均 在 刺激 3 h 后 表达 上 调 ,分 别 在 金黄 色 葡 萄 
球菌 刺激 6 h ,大 肠 杆 菌 刺激 3 h 时 达到 峰值 ,随后 
逐渐 回落 但 表达 量 仍 高 于 对 照 组 (图 2: D). 在 
42C 高温 热 激 15 min 时 Wasirtl 开始 上 调 , 在 热 激 
30 min 时 Mdsirtl 的 表达 量 达 到 最 高 值 , 热 激 1 h 以 
及 恢复 2 h 和 4 h 时 Mdsirtl 表达 量 均 逐 渐 下 降 , 但 
是 仍然 高 于 对 照 组 (图 2: E)。 不同 Cd * YR HE ERR 
家 蝇 幼 虫 24 h 统计 其 存活 率 ,确定 半 致 死 浓 度 LCso 
为 30 mmol/L( 数 据 未 给 出 )。 以 此 浓度 投 喂 家 蝇 幼 
虫 不 同时 间 Mdsitl 的 表达 结果 显示 , 随 着 
30 mmol/L Cd 处理 时 间 的 延长 Mdsirtl 的 表达 量 
随 之 升 高 (图 2: 了) 。 
2.3 RNAi gSXÍK Mdsirtl 后 家 晶体 内 氧化 应 激 水 平 
检测 

将 dsMdsirtl 注射 家 蝇 2 龄 幼虫 进行 RNA F 
扰 ,处 理 24 ~48 h Mdsirtl mRNA 的 表达 量 显著 低 于 
对 照 组 (图 3: A)。 将 干扰 24 h 后 的 家 蝇 幼 虫 进行 
细菌 感染 实验 ,结果 显示 随 着 时 间 延 长 Mdsirtl 干扰 
组 存活 率 较 dsGFP 对 照 组 明显 降低 1.47 倍 (图 3: 
B), Mi dsMdsirtl 处 理 36 h 后 Mdsirtd 干扰 组 中 ,家 
晶 幼 虫 体 内 的 活性 氧 (ROS ) 水 平 ( 图 3: C) 和 脂 质 
过 氧化 产物 两 二 醛 (MDA) 含 量 ( 图 3: D) 较 dsGFP 






















































































对 照 组 分 别 升 高 1.58 和 1.59 f£, 
3 讨论 


哺乳 动物 中 发 现 有 7 个 SIR2 样 蛋白 Sirtuins 
(SIRTI -7) ( Guarente, 2013) 。 我 们 在 家 晶 的 转录 
组 中 搜索 到 5 条 基因 编码 的 蛋白 具有 SIR2 结构 域 ， 
与 其 他 Sirtuins 蛋白 超 家 族 聚 类 分 析 发 现 ,这 5 个 基 
的 编码 蛋白 分 别 属于 SIRT1，SIRI2，SIRT4 ， 
SIRT6 和 SIRT7 成 员 。 在 公共 数据 库 中 检索 黑 腹 果 
W& Drosophila melanogaster 的 Sirtuins 基因 ,可 搜索 到 
SIRTI, SIRT2, SIRT4, SIRT6 和 SIRT7, 与 家 晶 的 
Sirtuins 家 族 成 员 一 样 缺 少 与 哺乳 动物 同 源 的 SIRT3 
和 SIRT5 .本 研究 Mdsirt1 结 构 域 与 其 他 双 翅 目 晶 
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细 枝 蚂蚁 Pseudomyrmex gracilis sirtuin-2 (XP020295782) 
























ALEE T Agrilus planipennis sirtuin-2 (XP018324325» sirtuin 2 


SRI Drosophila melanogaster sirtuin 2 (NP650880) 


09 黑猩猩 Pan troglodytes sirtuin3 (JAA26762) 


家 鼠 Mus musculus sirtuin-3 (NPO01171275) sirtuin 3 





内 华 达 古 白蚁 Zootermopsis nevadensis sirtuin-3 (KDR18595) 
XB ERE Anoplophora glabripennis sirtuin-1 (XP018567777) 
gt 6355 Pseudomyrmex gracilis sirtuin1(XP020281471) 


黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogastersirtuinl (NP477351) sitan l 


FH, Musca domestica sirtl (XP005182634) 


实 蝇 Rhagoletis zephyria sirtuin5 (XP017481369) 





细 枝 蚂蚁 Pseudomyrmex gracilis sirtuin-5 (XP020291632) sirtuin 5 
西方 蜜蜂 Apis mellifera sirtuin-5 (XP625080) 
SB Lygus hesperus sirtuin-4 (JAQ00952) 

TRIS Drosophila melanogaster sirtuin 4 (AAF46055) sirtuin 4 


43 切 叶 Acromyrmex echinatior sirtuin-4 (EGIG4040) 


80 AHERE T Agrilus planipennis sirtuin-7 (XP018334437 


欧洲 能 蜂 Bombus terrestris sirtuin-7 (XP003399155) sirtuin 7 


黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster sirtuin 7 (NP651664) 





AX Trachymyrmex zeteki sirtuin-6 (KYQ57531) 
黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster sirtuin 6 (NP649990) sirtuin 6 


IHR RAE Papilio xuthus sirtum-6 (KPJ03117) 
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02 
图 1 家 蝇 Mdsirtl 与 其 他 昆虫 SIR2 的 氨基 酸 序列 比 对 (A) 以 及 基于 氨基 酸 序列 构建 的 进化 树 (B) 
Fig. 1 Multiple sequence alignment ( A) of Mdsirtl from Musca domestica and SIR2 from other insects 


and the phylogenetic tree ( B) constructed based on amino acid sequences 


A: 基于 sirtl 结构 域 的 家 蝇 Mdsirtl 与 
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他 昆虫 SIR2 多 序列 比 对 Multiple alignment of Mdsirtl from M. domestica and SIR2 from other insects based 


on sirtl domains. 蛋白 来 源 及 GenBank 登录 号 Origin of proteins and their GenBank accession numbers; MdSIRTI; Z& à Musca domestica, 
XP005182634; ScSIR2; M% W Stomoxys calcitrans, XP013114235; LcSIR2; 铜绿 晶 Lucilia cuprina, KNC22852; BISIR2; 辣椒 实 蝇 Bactrocera 
latifrons, XP018783705 ; ZcSIR2 ; JI, 38 Zeugodacus cucurbitae, XP011180253 ; RzSIR2; Rhy Rhagoletis zephyria, XP017475416; CcSIR2 ; 地 


TH 








中 海 实 晶 Ceratitis capitata, XP004531383; DaSIR2; 4j 














RAE Drosophila arizonae, XP017859852. GAGxSxxxGIPDFR, TQNID, HGS 和 CxxC-xj9-CxxC 





基 序 分 别 用 方 








匡 标 示 The motifs of GAGxSxxxGIPDFR, TQNID, HGS and CxxC-x2o-CxxC are indicated with the box, respectively. B; 家 晶 与 了 


























种 基于 Sirtuins 氨基 酸 序 列 的 邻接 法 系统 发 育 树 。 分 支 处 数值 表示 重复 1000 次 后 的 自 


amino acid sequences of sirtuins from M. domestica and other insects. Numbers on branches are bootstrap values based on 1 000 replicates. 











其 他 物 
展 值 。 Neighbor-joining phylogenetic tree based on the 


























12 ji MAE: KW Mdsirtl 基因 在 细菌 ,高 温和 重金 属 胁迫 下 的 表达 分 析 1399 
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图 2 Mdsirtl 在 家 蝇 不 同 发 育 阶段 (A) 以 及 2 龄 幼虫 不 同 组 织 (B) 和 胁迫 条 件 (C — F) 下 的 表达 分 析 
Fig. 2 Expression profiles of Mdsirtl in different developmental stages ( A) , various tissues (B) and under stress (C — F) 


in the 2nd instar larvae of Musca domestica 


A; Za Mdsirtl 基因 在 不 同 发 育 阶 段 的 表达 Expression of Mdsirtl at different developmental stages of M. domestica; 1; 
instar larva; 3; 2 龄 幼虫 2nd instar larva; 4; 3 龄 幼虫 3rd instar larva; 5; Hf 











表达 Mdsirtl transcripts in different tissues from the 2nd instar larvae of M. do 





肠 道 Gut; 5: 脂肪 体 Fat body. C: 不 同 浓度 细菌 
concentrations of bacteria for 12 h. D: Mdsirtl 基因 在 细菌 























BB Egg; 2: 1 龄 幼虫 1st 
Pupa; 6; 成 虫 Adult. B: Mdsirtl 基因 在 家 晶 2 龄 幼 A 
mestica; 1 : & H, Whole body; 2: 血细胞 Hemocyte; 3: 表皮 Cuticle; 4 














刺激 12 h 后 Mdsirtl 基因 的 表达 Relative expression level of Mdsirtl post challenge with different 
刺激 家 晶 2 龄 幼虫 后 不 同时 间 的 表达 Relative expression level of Mdsirtl in the 2nd instar 





larvae of M. domestica at different time post bacterial challenge. E; Mdsirtl ZHE 2 龄 幼虫 42% 热 激 不 同时 间 (15 min, 30 min 和 1 ph) 以 及 28% 恢 
复 不 同时 间 (2 h 和 4 h) 下 的 表达 量 Relative expression level of Mdsirtl in M. domestica under heat shock of 42*C. for different time (15 min, 30 min 
and 1 h) and recovery at 28% for different time (2 h and 4 h); CK; 28C ; R2 h: 28'C 恢复 2 h Recovery at 28C for 2 h; R4 h; 28% WRZ 4 h 
Recovery at 28% for 4 h. F; 30 mmol/L CdCl, 刺激 家 蝇 2 龄 幼虫 不 同时 间 后 Mdsirtl 基因 的 表达 量 Relative expression level of Mdsirtl in the 2nd 
instar larvae of M. domestica exposed to 30 mmol/L CdCl, for different time. A 和 B 图 中 柱 上 不 同 字母 表示 差异 显著 (已 <0.05)( 单 因素 方差 分 析 和 
Tukey 氏 检 验 ) ; C -下 图 中 柱 上 星 号 和 双星 号 分 别 表示 与 对 照 组 差异 显著 (P<0.05) 和 极 显 著 (P<0.01)(Studentt 检测 ) Different letters 
above bars in Figs. A and B indicate significant difference ( P <0.05) (ANOVA and Tukey' s test) ; the asterisk and double asterisk in Figs. C — F above 
bars indicate significant difference ( P «0. 05, Student’ s t-test, ) and extremely significant difference ( P «0. 01, Student’ s t-test, ) from the blank 




















control group, respectively. 








类 物种 SIR2 结构 域 高 度 保守 ,并 且 含 有 保守 的 催化 
核心 结构 域 ,该 核心 结构 域 包含 CxxC-xw-CxxC AE 
序 , 形成 SIRO 保守 的 锌 指 结 构 ; 保守 的 
GAGVSxxxGIPDFRS,TQNID 以 及 HGS 基 序 形成 了 
NAD -结合 位 点 (Ishikawa et al., 2013) 。 

sirtl fk WB L2 9] £115 A (Frye, 1999), Æ 
( Ghinis-Hozumi et al., 2011) ,J&( Jin et al., 2009) 以 
及 猫 (Ishikawa et al., 2013) 等 类 群 中 的 多 种 组 织 
均 有 表达 。 但 sirtl 基因 在 不 同 组 织 中 的 功能 各 蜡 ， 























例如 : 猫 的 SIRTI 在 肝脏 中 与 脂肪 酸 平衡 相关 ,而 在 
上 骨骼 肌 中 则 与 葡萄 糖 代谢 相关 (Ishikawa et al., 
2013), Zi Mdsirtl 基因 在 血细胞 表皮、 上 肠 道 以 及 
脂肪 体 中 均 有 表达 ,其 中 脂肪 体 中 表达 量 较 高 。 人 
们 将 昆虫 的 脂肪 体 比 拟 为 哺乳 动物 的 肝脏 ,并 且 是 
重要 的 免疫 器 官 。Mdsirtl 基因 在 家 晶 幼 虫 遭 受 细 

菌 感染 时 显著 上 调 表 达 ,并 且 在 感染 3 -6 h 时 间 段 
内 出 现 峰值 。 同 样 Mdsirtl 在 高 温和 重金 属 的 应 激 

条 件 下 也 表现 出 可 诱导 性 ,Waszrzl 在 热 激 30 min 和 
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Fig. 3 Resistance to bacterial challenge and oxidative stress in the 2nd instar larvae of Musca domestica 
after knock-down of Mdsirtl by RNAi 
A; 注射 双 链 RNA 后 家 晶 幼 虫 Mdsirtl 基因 表达 分 析 Relative expression level of Mdsirtl in M. domestica larvae after injection with dsRNA; B; RNAi 
后 细菌 感染 (大 肠 杆 菌 和 金黄 色 葡 萄 球菌 1:1 混 合 感染 ) 条 件 下 家 晶 幼 虫 的 存活 率 Survival rate of M. domestica larvae exposed to bacteria 
( Escherichia. coli: Staphylococcus aureus 21: 1) after RNAi; C; 注射 双 链 RNA 后 家 晶 幼 虫 体内 活性 氧 水 平 ROS level in M. domestica larvae after 
injection with dsRNA; D; 注射 双 链 RNA 后 家 蝇 幼 虫 体内 丙 二 醛 含量 MDA content in M. domestica larvae after injection with dsRNA. 注射 双 链 
GFP 为 对 照 组 。 差 异 显著 性 用 Student t 检验 进行 分 析 , 柱 上 双星 号 表示 与 对 照相 比 差 异 极 显 著 (已 <0.01 ) Injection with dsGFP as the control 


group. Double asterisk above bars denotes extremely significant difference from the control ( P «0.01, Student’ s t-test). 



























































Cd 刺激 48 h 条 件 下 具有 较 高 表达 量 , 结 果 表 明 
Mdsirtl 参与 了 机 体 应 对 环境 中 生物 因子 和 理化 
子 的 胁迫 反应 。 机 体 遭 受 细菌 侵 染 后 ,导致 大 量 活 
性 氧 (reactive oxygen species, ROS) 释放, 这 是 先天 
免疫 系统 重要 的 防御 保护 机 制 。 此 外 ,机 体 在 高 温 、 
重金 属 等 诸多 理化 因子 胁迫 条 件 下 也 会 导致 机 体 
ROS 水 平 升 高 ,引发 氧化 应 激 。 有 文献 报道 通过 敲 
BR SIRTI 可 以 降低 热 休克 因子 的 去 乙酰 化 ,从 而 影 
响 热 休克 和 蛋白 的 表达 升 高 ,缓解 内 质 网 应 激 (Zheng 
et al., 2017) ;我 们 推测 Mdsirtl 在 免疫 和 抗 逆 过 程 
中 表达 量 升 高 与 调控 ROS 水 平 相 关 。 哺 乳 动物 
SIRTI 在 免疫 过 程 中 升 高 抑制 了 先天 免疫 调控 因子 
NF-KB 的 转录 活性 (Yeung et al., 2004; Gilmore, 
2006 ) , 减 小 巨星 细胞 的 炎症 反应 强度 ,并 降低 ROS 
水 平 避 人 免 机 体 过 度 人 免疫 (Yang et al., 2007 ; Schug et 
al., 2010; Stein et al., 2010; Yoshizaki et al., 2010; 
Zhang et al., 2010) 。 但 是 也 有 研究 者 发 现 ,SIRT1 
































在 脂 多 糖 诱导 3 h 以 及 降 血 糖 药物 处 理 2 h 后 的 小 
鼠 白 血球 细胞 中 受到 了 显著 抑制 ,通过 负 反 馈 对 应 
激 起 到 保护 作用 ,参与 调控 抗 衰老 和 抗 炎症 过 程 
( Aljada, 2015) 。 

越 来 越 多 的 研究 证 实 了 Sirtuins 是 一 类 保守 的 
寿命 调控 因子 。SIR2 过 表达 后 会 延长 酵母 ( Howitz 
et al., 2003) 线虫 (Tissenbaum and Guarente , 2001 ) 
和 果 量 寿命 ( Banerjee et al., 2012; Hoffmann et al., 
2013). 。 而 在 大 脑 中 特异 性 过 表达 SIRTI 也 延长 了 
小 鼠 的 寿命 (Satoh et al., 2013) ,但 是 全 身 过 表达 
SIRTI 却 引 发 了 癌症 (Herranz et al., 2010) ,以 及 和 缺 
失 sirtl 的 新 生 小 鼠 存活 率 下 降 ( Cheng et al., 2003; 
McBurney et al., 2003) 。 我 们 的 结果 与 已 有 报道 相 
一 致 ,通过 RNAi 敲 低 Mdsirtl 表达 的 家 蝇 幼虫 遭受 
细菌 感染 后 存活 率 降低 ,我 们 认为 Mdsirtl 增强 了 家 
晶 抵 抗 细菌 感染 的 存活 能 力 。 当 Mdsirtl 表达 降低 
时 ,ROS 水 平 升 高 并 且 MDA 含量 增加 ,说 明 机 体 处 
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在 氧化 应 激 状 态 ,而 高 水 平 的 氧化 应 激 对 机 体 细胞 
和 组 织 产 生 损 伤 ,继而 产生 代谢 异常 最 后 导致 死亡 。 
我 们 推测 Mdsirtl 的 存在 可 维持 细胞 内 氧化 还 原平 
fi (Singh et al., 2017) ,具有 保护 机 体 抵抗 氧化 应 激 
的 生物 学 效应 ,但 是 Mdsirtl 对 氧化 应 激 作用 的 具体 
机 制 尚 不 清楚 。 鉴 于 此 ,我 们 的 结果 为 后 续 研 究 家 
HE sirtl 基因 的 功能 奠定 了 基础 。 
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